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Doel: 
Ontwikke len en testen van een snelle methode voor de bepa ling van 
na tamycine in kaas op lage niveau's . 
Samenvatting en conclusie: 
Een vroege r ontwikkelde e n ook gevoelige HPLC methode bleek niet zo 
goed reproduceerbaar te zi jn . Door een me thanol extract va n de kaas 
aan koeling met vloe ibare s tiks tof te onderwerpen werd een gez uiverd 
extract verkregen dat na verdere concentratie , centrifugering en 
fi ltra tie zonder problemen geïnjecteerd kon \wrden op het HPLC 
systeem. Detectiegrens l igt benede n de 0,05 mg/ kg kaas. Reeoverles 
zijn ca 100%. Deze methode is vooral ont,wrpen om de doordringing van 
de nata~nycine i n de kaas te bepa l e n. 
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Inleiding 
Natalllycine (pyma ricine ) is een antibioticum t egen schimmels . Het Hordt 
gebruikt in de ge neeskunde , in kleine mate in de die r geneeskunde , maar de 
laatst e ja1·en ook al s schimmeh1erend midde l in kaas - en worstsoorten. Ook 
zijn er voorstel len tot gebruik en toepassingen bij hamme n, \•lijn en (1) 
e . d . 
Doorda t de vorming van schimme l s wordt tegengegaan is de kans op mycotoxine 
produktie verlaagd , terwijl ook het uite rlijk en de smaak va n het produkt 
verbeterd wordt . Vooral Hat dit laatste be tref t hebben a ndere conserveermid-
delen ( sorbinezuur) niet helemaal aan de ven1acht:ingen voldaan ( 2 ). 
In Nederland is het ge bruik van natamycine op kaas toegentaan . 
ln een nieuw ontwerp Kaanbesluit (versie dec . 1978) Hordt aangegeven dAt er 
op de korst van de kaas e n in de 1 mru dikke bui t enlaag va n de kaas, 2 mg 
natamycine aa m<~ez ig mag zi jn pe r vi e rkante decimeter kaasoppervlak \•la nnee r 
h e t produkt de cons ume nt bere ikt . 
Binnen de EEG is een rapport van het He t e nscha ppelijk comité voor de men-
selijke voeding over na t amycine uitgebracht (oktober 1979) met daa rin o . a . 
de eis dat he t r es idu van na t amycine in kaas pe r vierka nte decimeter ni e t 
meer da n 1 rug mag bedragen , e n dat na t amycine op een di epte be neden de 5 
mm nie t uteer aantoonbaar 11ag zijn. 
He n mag verwa chten dat de na t amycineconcentratie in de kaas afneemt met 
toeneme nde afs tand tot de kaaskors t , t eruni nste \<lanneer de natamycine op de 
buitenka nt van de kaas is aangebrach t . Dit gegeven e n een tolera nt ie 
ui tgedrukt in mg per oppervlakte eenheid bre ngt toch Hel enke le probleme n 
met zi ch mee . 
De detectiegrens van de ana lyse wordt heinvloed door de hoeveelh e id in 
bewe rking ge nomen monster , door de absolute gevoel igheid van het detectie-
systeem en door de invloed van de matrix op de absolute gevoe l igh eid . De twee 
laatste factoren heinvloede n de signaal/ruis verhouding. 
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De tolerantie in mg/d1n2 zou in eerste instantie uitnodigen tot het analy-
seren , bij een gegeven kaas oppervlak, van een dikke kaasplak om alle , 
eventueel aam~ezige natamycine te extraheren en te bepalen . 
Echter hoe dikker de in be,.;rerking genomen kaaslaag , hoe lager de relatieve 
bijdrage aan natamycine resp . hoe hoger de relatieve bijdrage aan matrix 
effecten . Alleen in het geval men matrix storingen volledig zou kunnen 
uitschake len speelt de dikte van de kaasplak geen rol. 
In het geval men vanaf een bepaalde afstand onder de kaaskorst geen natamy-
cine meer mag aantonen is het zaak op die afs tand een zo dun mogelijke laag 
te verzamelen met een zeer groot oppervlak . 
Deze t'·1ee manieren van aanpak zullen resulteren in een detectiegrens die 
onderling behoorlijk af"'ijkend kunnen zijn, ongeacht of men de grens 
uitdrukt in mg/dm2 of mg/kg kaas. 
Als ,./e het soortelijk ge,.;richt van kaas op 1, 2 g/cm3 stellen kan de detec-
tiegrens in mg/kg kaas makkelijk naar mg/dm2 kaas omgerekend worden , 
door het gehalte in mg/kg te vermenigvuldigen met : 1 , 2 . d . 1o- 2, ,,'élarin 
d de kaasplakdikte in mm is . 
Door Frede (3) ''orden een aantal analyse ulogelijkheden aangegeven. De sta-
tlsche spectroscopische U. V.-methode zou zonder matrix storingen een detec-
tiegrens in de orde van 0,01 mg/dm2 bereiken bij een laagdikte van 2 - 3 mm. 
Als deze als screening bedoelde U.V. - methode een verdacht monster zou signa-
leren dan zou een chromatografische techniek nodig zijn voor confirmatie en 
quantificatie . Om met IIPLC een zelfde detectiegrens te bereiken moest Frede 
zijn oorspronkelijk extract ten minste 10x concentreren . De door Frede met 
HPLC gerealiseerde detectiegrens (naar kaas omgerekend ca . 0,5 mg/kg kaas) 
is o . i . niet voldoende om de af,rezigheicl in een bepaald deel der kaas aan 
te tonen (EEG eis) . M. a."'. de concentrering zou veel groter moeten zijn dan 
in het geval van Frede . 
Een experiment conform het voorschrift van Frede was voldoende om matrix 
storingen aan te tonen m.a.w. een zuiveringstap zou noodzakelijk zijn om he t 
ge\venste doel te bereiken. 
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Experilllenten 
Allereerst \verd getracht de HPLC bepaline met alleen natamycine na te 
werken. Frede (3) gebruikt een Lichrosorb 10 RP 8 kolom. Volgens Gist-
Brocades (4) zou ook met 10 RP 18 ge\•lerkt kunnen \vorden. In ons geval was 
de~e fase gebond en aan Nucleosil. Echter natamycine Has in het systeem metha-
nol- water niet van de kolow te elueren.Op een Lichrosorb 10 RP 8 kolom werd 
een goede retentie verkregen met a l s eluens methanol-water (60- 40), echter 
de piek vertoonde nogal staartvoruJing. Door toevoeging van 5% ijs azijn (L1) 
werd een symetrische pi ek verkregen. 
In eerste instantie 1vilden He een detectiegt·ens onder de 1 mg/kg kaas 
~ereiken. Daartoe moest het extrakt gezuiverd worden. Een in de zuivel 
bekende proce dure is het klaren met Carrez I en II oplossingen, waardoor 
eiwitten ve rwijderd kunnen worden uit het methanolisch extract (5). 
Na enke l e exrJ e rimenten \o/erd tot onderstaande methode besloten. 
Snij het monster fijn. Breng 20 gram van het monster (het hiermee overeenko -
mend kaasoppervlak moet bekend zijn ) in een hoog bekerg l as van 300 ml. Voeg 
toe 10 ml HaLer en na 1 5 minuten L,Q llll me thanol. Haceree r dit me ngse l 
gedure nd e 2 à 3 mi nute n met een Ultra-Turrax. 
Vo eg achtereenvolgens 1 ml Can·ez I en 1 1ol Carrez II oplossing toe , schud 
krachtig e n verdun na ca . 30 min. met 40 ml methanol, \•marna het me ngsel 
gecentrifugeerd wordt bij 3000 toeren per minuut . 
Filtreer de bovenstaande vloeis toflaag af en concentreer hi ervan 25 rul aan 
de roterende vacuumverdampe r bij een t emperatuur van L10°C tot een volume 
kleiner dan 5 ml. Vul dit aan tot 5 ,0 ml me t: methanol e n c e ntrifugeer 
gedurende 10 nlin. 
Van de ~ovenstaande vloeistof wordt een aliguot gefiltreerd m.b . v. een 
filterspuit , waarna L,O ul van het h e ldere extract geinjecteerd \Wrdt in de 
vloeis tofcl•roma tagraaf . 
De r eeove rles Haren tijdens de eerste experimenten goed(> 80%). De detec-
tiegrens l ag in de ot·de van 0,2 mg/kg kaas. Er 1verd eenmaal meegedaa n aan 
een vergelijkend onderzoek van gemalen ee111e ngde kaas korst (6) waarbij de 
analysemethode ze lf ge koze n kon worden. Op he t 20 rug/kg niveau werden 
ove reenste m1ne nd e resultaten ve rkrege n t . o.v . de spectroscopische u.v. -
Ute thod e . Op he t niveau va n ca 1 50 mg /kg \~erden me t de HPLC rue thode duid e lijk 
h ogere \•iaarde n gevond e n. 
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Echter toen op een gegeven ogenbllk nagegaan Herd op lvelke manier natamycine 
fabrieksmatig het beste aangebracht kon Hol:den op de kaas (7) en er 
monsters seriematig geanalyseerd moesten worden bleek toch dat de recovery 
van aan kaas toegevoegde natamycine grote spreiding vertoonde. De toege-
voegde natamycine Herd misschien ineesloten door het met Carrez ontstane 
neerslag? 
Anderzijds 1•7erden de HPLC als de statische U. V. -methode intern onderling 
vergeleken. Fabrieksmatig met natamycine behandelde kaas lverd met beide 
methoden onderzocht. Over het algemeen Haren de HPLC resultaten duidelijk 
hocer . Deze metingen werden uitgevoerd op niveaus tussen 10 en 50 mg/ke. 
Een ander idee (8) Has het methanol extract te koelen bijvoorbeeld in de 
diepvriezer, waarbij inderdaad een neerslag ontstaat dat door centrifugeren 
en filtratie te verwijderen is. Aangezien Hij de beschikking hebben over 
vloeibare stikstof Herd dit gebruikt om het extract drastisch te koelen tot 
bevriezen toe . 
Een uitvoerige beschrijving is in bijgaand voorschrift gegeven. Deze 
methode is (o.a. door de beschikbaarheid van vloeibare Nz) sneller dan de 
1nethode met Carrez klaring . 
Om een indruk te krijgen over de herhaalbaarheid van de methode Herden 
enkele kazen eebruikt die met natamycine behandeld waren. Voldoende 
kaaskorst materiaal Herd verzameld en door langdurig malen gehomogeniseerd 
om op tHee besmettingsniveau ' s metingen te verrichten en Hel op het 10 
rug/kg en ca . 0,5 mg/kg nlveau (zie ook fig. 1). 
In tabel I staan de resultaten vermeld . 
Er :djn ook enkele (10) recovery experimenten in de tijd uitgevoerd door 
aan fabrieksmatig behandelde kaas 1 rug/ke toe te voegen. Gemiddeld recovery 
107%,standaarddeviatie 4,6% . Het aantal experimenten is misschien te 
beperkt en zeker in een te korte tijd verzameld om er een verdragende 
conclusie aan te verbinden. Anderzijds is e . e . a. afhankelijk van het doel 
wat men zich stelt . Is men geïnteresseerd in een gevoelige methode die de 
afl.1ezigheid van natamycine plauGibel maakt dan is o . i. de methode geschikt. 
Voor natamycine gehalte hoge r dan 1-2 rug/kg kan volstaan Horden met de veel 
eenvoudiger statische u . v.-methode . 
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Ta be.L 1 . 
lteproduceerbaat·heid van he t: nataruycinc ge hal t e in kaas op he t 10 mg/ kg 
en het 0 , 5 111g/kg nivea u. 
Gehalte aan natamycine in mg/kg 
niveau ca . 10 wg/kg 
10, 7 
11 , u 
11, 9 
11,3 
11, () 
1:?.,7. 
J 0 . 9 
10 , l 
9 , ~ 
10,il 
~c1niddeld ge la a l t e 11,1 mg/kg 
var i atie coefficient 7 % 
Vl. S 
gehalte aan natamycine in mg/kr, 
niveau 0, 5 rug/kg 
0 , 37 
0,29 
0 , 36 
0 , 35 
0 , 37. 
O,J9 
0 , 30 
0' JLf 
0,38 
0 , 37 
0 , 35 mg/kr, 
11 % 
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Vl.6 
·.Fig. 1 Extrakt van . fab~ieksmatig besmette kaas, nata~ycine gehalte 0,3 mg/kg. 
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DE VLOEISTOFCHROMATOGRAFISCHE BEPALING VAN NATAMYCINE IN KAAS; CLEANUP 
I-I.B.V. VLOEIBARE ·STIKSTOF 
1. PRINCIPE 
Na bevochtigen van de kaaskorst . wordt natamycine (=pimaricine) 
geëxtraheerd ~t methanol. Om matrix storfngen volledig te verwijderen 
. . 
wordt een aliquot· van het na ·centrifugeren verkregen (heldere) ext-ract 
drastisch gekoeld met vloeibare stikstof en aansluitend gefiltreerd . 
Afha~elijk van de te bereiken detectiegrens (0,5 resp. 0,05 mg/kg 
kaas) wordt geconcentreerd. Na filtreren over een microfilter wordt 20 . 
ul geinjecteerd in de vloeistofchromatograaf. De recovery voor de 
bepaling bedraagt op het niveau van 0,-5 mg/kg ca 90%. De methode is 
zowel geschikt voor natuurlijke kaaskorst als voor plastic kaaskorst. 
2. REAGENTIA 
2 . 1 Me thanol P.A. 
2.2 Azijnzuur gec. P.A. 
2.3 Vloeibare stikstof. 
2.4 Standaard Natamycine · 3 
Concentratie 0,5 ug/ml 
2.5 Vouwfilt~rs · 
3. APPARATUUR ... ... 
3.1 Ul tra-Tur·rax. 
. . 
aq. 
(in 
··. 
3.2 Centrifuge · (tafelmodel). 
3.3 Centrifugebuizen 250 ml. 
(Gist Brocades). 
bruine maatkolf) in methanol. 
• '~ ~ • • • ! • • .. ·.' 
.·. 
... . ,, . 
. ' 
. . \ ~ . 
3.4 Hoge bekerglazen van 300 ml .. 
. . 
. . . 
-.. 
. 3.5 Filterspuit (b.v. Satorius, filters: Whatman GF/A 2,5 um of ndllipore 
filters FH 0,5 um). 
3.6 Roterende · vacuumv~rdamper. 
3.7 Vloeistofchromatograaf met u.v. detektor. 
3.8 Schaaf met instelbàre schaa.fdikte~ bijv. Davidschaaf • 
. · 
.. , . 
. . ·. ' "'·' 
, . 
·.: · ' . · 
~ ,:-:.1 • ' 
... ··.: ; : ... · . 
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3.9 Kolom: roestvrij staal, lengte 15 cm, inwendige diame ter 4,6 mm, 
uitwendige diameter 6,4 mm. 
Pakking: Lichrosorb 5 RP · 8. 
3.10 Voorkolom: Roestvrij staal, lengte 10 cm, inwendige diameter 2,1 mm, 
uitwendige diamte~ 6,4 mm. 
Pakking: Perisorb RP 8 (30-40 um). 
• 
4. INSTELLING VLOElSTOFCHROMATOGRAAF 
·Eluens: . Methanol-water 6:4 + 5% azijnzuur. 
Flow: 1 ml/mi 'o. 
Golflengte: 303 nm. 
Gevoeligheid: 0,005 AU 
Recorder: lO .mV 
Papiersnelheid: 1 cm/min. 
WERKWIJZE 
N.B. De bepaling moet zoveel mogelijk geschieden onder uitsluiting van 
daglicht. 
5.1 Met behulp ~an de schaaf word een bekend oppervlak met een ;gegeven laag-
dikte van de kaas afgehaald. 
Snij het monster fijn. Breng 20 gram va n het monster (het niermee over-
I 
eenkomend kaasoppervlak moet bekend zijn) in een hoog bekerglas van. 
300 ml. 
Voeg toe 10 ml water en na . l5 minuten 80 ml methanol • 
. , 
.Macereer dit mengsel tot de kaas zeer fijn homogeen verdeeld ~s met 
· een Ultra~Turrax, waarna het ·mengsel kwantitatief wordt overgebracht _ 
· in een centrifugebuis en gecentrifugeerd wordt bij 3000 toeren per 
minuut • 
Pipetteer 25 ml van de bovenstaande vloeistoflaag1 af in een dikke glazen 
buis en koel de inhoud met vloeibare stikstof to~ bevriezen. Na ontdooien 
wordt de inhoud van de buis over een vouwfilter 'gefiltreerd. Voor ge-
halten hoger dan 0,5 mg/kg kaas kan nu volstaan worden door een deel 
van het filtraat over een microfilter te zuiveren van eventuele onge-
rechtigheden en 20 ul te i~jecteren iri de vlo~istofchromatograaf. 
Voor gehalten lager dan 0,5 mg/kg kaas moet het filtraat geco~en- · . . ·
treerd worden tot 5,0 ml m .• ~ •. v .... een r~t~rende verdámper bij' 40.,C. Dit . 
. . . 
concèntraat wordt bij 4000 toeren per minuut ge~entrifugeer4. Na zuive-
. . . . 
ririg . o~er het microfilter wordt 20 ul geinjecteerd in de vlóe~stof- ,; ·. 
chromatagraaf. 
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5.2 Het maken van de ijklijn 
Injekteer achtereenvolgens in de vloeistofchromatograaf 
2,5-5,0-10,0-lS,0-20,0 naoogram ~tamycine, meet van de pieken het opper-
vl.ak (in mm2) en zet de gevonden waarde1 uit op de y~á.s .tege~ .de. geinjek-
teerde hoeveelheden ·in naoogramme n op de x-as. 
t 
6. BEREJ:>ENING 
Door interpolatie op ~e ijklijn kan de hoeveelheid natamycine gevonden 
worden welke in het geinjekteerde . aliquot aanwezig is. 
7. BEVESTIGING 
w. 
Bij een positief resultaat kan m.b.v. een pneumatisch geschakelde drie-
wegkraan, die na de UV- detektor is gemonteerd, de fractie welke de nata-
mycine bevat uitgevangen worden, waarna de aanwezigheid van natamycine 
. . 
bevestigd kan worden met een van de volgende technieken: 
- Microbiologisch; 
- Spectrafotometrisch (UV); 
Massaspec~rome~risch. 
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